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РЕФЕРАТ

Отчет 29 с., 4 рис., 43 источн., 1 прил.

Клеточный пласт, Тканевая инженерия, Мезенхимная стволовая клетка, Клеточный продукт, Регенеративная медицина
В рамках направления по созданию тканеинженерных конструкций на основе мезенхимных стромальных клеток для регенерации тканей матки после хирургического вмешательства были получены следующие практические и научные результаты:

1. Проведен анализ литературы по теме и обоснование медицинской актуальности проводимого прикладного исследования.

2. Осуществлен выбор модели и разработка дизайна эксперимента.

3.  Подготовлены минимальные тканеинженерные конструкции на основе мезенхимальных стволовых клеток подкожной жировой клетчатки.

4. От комиссии по биоэтике МГУ получено положительное решения по предложенной процедуре и дизайну эксперимента на животной модели.
5. Проведена оценка на животной модели и успешно показана релевантность модели с удержанием конструкции в области трансплантации
Целью работ по данному направления являлась экспериментальная оценка эффективности трансплантации тканеинженерных конструкций в виде пластов из мезенхимных стромальных клеток (МСК) с целью стимуляции регенеративных процессов в тканях матки крыс после утеротомии. 

В процессе работы проводились исследования проработки животной модели и процедур in vitro с использованием МСК крысы. В ходе исследования были использованы следующие лабораторно-инструментальные и клинические методы: культивирование МСК крысы Wistar 250-300 гр и сборка клеточных пластов методом длительного культивирования; экспериментальное моделирование рубца на матке у крысы.

В результате исследования, запланированного на первый год, опробован режим наркотизации и обезболивания животных, хирургический доступ, ведение в послеоперационном периоде; проведен подбор оптимальной плотности культуры МСК крысы для формирования клеточных пластов.

Полученные результаты предназначены для формирования представления о динамике роста новых тканей в зоне повреждения как в процессе нативного заживления, так и при использовании тканеинженерных конструкций на основе мезенхимальных стромальных клеток. 

ОПРЕДЕЛЕНИЯ, ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ 
В настоящем отчете о НИР применяют следующие определения, обозначения и сокращения:
БМКП – биомедицинский клеточный продукт 

МСК – мезенхимные стромальные клетки

ФБС – фетальная бычья сыворотка

DMEM – среда Дальбекко в модификации Игла
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1. ВВЕДЕНИЕ
Регенеративная биомедицина – принципиально новая область медицины, целью которой является выращивание утраченных, поврежденных или не сформировавшихся органов и тканей. Разрабатываются и уже внедряются в клиническую практику подходы, основанные на трансплантации отдельных клеток или созданных вне организма аналогов тканей и органов. Однако эффективность таких подходов оказалась недостаточной вследствие затрудненной интеграции трансплантатов в организм реципиента. Кроме того, подготовка клеточных и тканевых продуктов требует наличия специализированных производств (специалистов, высокотехнологичного оборудования, культуральных сред и расходных материалов). Перспективной альтернативой трансплантации являются подходы, направленные на стимуляцию восстановления тканей путем влияния на процессы обновления и гибели клеток в организме человека. Такие подходы позволят вывести на новый уровень решение задач самых разных направлений современной клинической медицины, в т.ч. онкологии, кардиологии и неврологии. 

Одной из важнейших проблем современного акушерства является ряд вопросов, связанных с оперативным родоразрешением путем операции кесарева сечения. Во всем мире широко обсуждаются показания к операции, оптимальные техники операции, однако наиболее остро стоящим вопросом остается количество абдоминальных родоразрешений. Частота кесарева сечения имеет тенденцию к неуклонному росту и в настоящее время достигает беспрецедентных показателей. Так, Betrán et al. 2015 провели масштабное исследование, в которое вошли данные по 150 странам. Показано, что в настоящее время 18,6% всех родов происходят путем кесарева сечения, данный показатель колеблется от 6% до 27,2% в наименее и наиболее развитых регионах соответственно. В странах Латинской Америки и Карибском регионе регистрируются самые высокие показатели частоты кесарева сечения, которые составляют 40,5%, за ними следуют Северная Америка (32,3%), Австралия (31,1%), Европа (25%), Азия (19,2%) и Африка (7,3%). В исследовании продемонстрировано, что в период с 1990 по 2014 гг. средний мировой процент кесарева сечения увеличился на 12,4% (с 6,7% до 19,1%) со среднегодовой скоростью увеличения на 4,4%. 

В РФ также отмечается значительный рост количества абдоминальных родоразрешений. Прирост данного показателя в среднем составляет 1% в год. Так, в 1997 году частота КС составляла 10,1%, а в 2017 году – 29,2%. В некоторых акушерских стационарах, особенно в крупных перинатальных центрах, данный показатель доходит до 30-40% . 

Несмотря на тенденцию к увеличению количества оперативного родоразрешения во всем мире, ВОЗ говорит о том, что процент кесарева сечения на уровне популяции должен составлять не более 10-15%. При указанной частоте абдоминальных родоразрешений отмечено снижение материнской и перинатальной смертности, тем не менее, при превышении данного показателя, дальнейшее снижение смертности не происходит. А в ряде исследований даже демонстрируется взаимосвязь между увеличением частоты выполнения кесарева сечения и ухудшением материнских и перинатальных исходов.

Увеличение частоты кесарева сечения привело к появлению нового комплекса проблем, связанных с ведением беременности и родов у пациенток с рубцом на матке. Для данной категории пациенток характерны осложнения, возникающие как в течение беременности, так и во время родов. К осложнениям течения беременности относят угрозу разрыва матки по рубцу, предлежание, врастание плаценты в область рубца на матке, отслойку плаценты и кровотечение. 

Значительное увеличение количества кесарева сечения имеет объективные причины: увеличение количества пациенток с рубцом на матке после предыдущей операции кесарева сечения, а также рубцом на матке после миомэктомии, изменение возрастной модели рождаемости со сдвигом в старший возраст, широкое распространение вспомогательных репродуктивных технологий. В современном акушерстве рубец на матке занимает одно из ведущих мест в структуре показаний к операции кесарева сечения, поэтому резервом для снижения количества абдоминальных родоразрешений является ведение родов у пациенток с рубцом на матке через естественные родовые пути. В последние годы нашло широкое распространение и введение такой процедуры как метропластика, которая выполняется у пациенток с несотоятельным рубцом на матке [1-3].  

Тем не менее, остается не изученной морфология рубца, полученного в результате различных методик восстановления целостности матки. Работы по данной теме представлены единичными исследованиями, а также остается недостаточно изученными вопросы о процессах репарации в области рубца и возможные методы влияния на эти процессы, что представляет большой научный и практический интерес и приводит исследователей к попыткам создания моделей этих процессов на лабораторных животных. 

2. МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Анализ литературы и научных источников по теме проводимого прикладного исследования

Анализ проводился с использованием реферативных и полнотекстовых баз данных, содержащих литературу по теме НИР, а также открытых источников – базы авторефератов и диссертаций на русском и английском языках.

Культивирование МСК крысы и сборка клеточных пластов методом длительного культивирования

На первом этапе выполнения проекта были проведены работы по выделению мезенхимальных стволовых клеток (МСК) жировой ткани крысы и отработке методик по сборке тканеинженерных конструкций (клеточных пластов) на их основе.

Для получения МСК самцов крыс линии Wistar усыпляли в индукционной камере летальной дозой двуокиси углерода (СО2). Образцы жировой ткани помещали в пробирку с раствором Хэнкса, содержащий пятикратную концентрацию антибиотиков (500 ед/мл пенициллина, 500 мкг/мл стрептомицина; Gibco, США). Полученный материал механически измельчали стерильными хирургическими ножницами в ламинарном боксе до гомогенного состояния, а затем подвергали ферментативной обработке с использованием смеси ферментов коллагеназы I типа (200 ед/мл, Worthington, США) и диспазы (30 ед/мл, Corning, США) в течение 60 минут при 37°С при периодическом интенсивном встряхивании. После завершении инкубации к полученной смеси добавляли равный объем ростовой среды DMEM (Gibco, США) с 10% фетальной бычьей сыворотки (ФБС) (Gibco, США) для инактивации ферментов, после чего центрифугировали при 200g в течение 10 мин. Супернатант и флотирующую фракцию адипоцитов удаляли. Осадок ресуспендировали в полной среде роста (DMEM, 10% ФБС, 100 ед/мл пенициллина, 100 мкг/мл стрептомицина) и высаживали в чашки Петри в количестве 10 тыс. кл./см2. Клетки культивировали в условиях CO2 инкубатора при 37°С и 5% СО2. Пассирование клеточной культуры проводили при достижении 80-90% конфлюэнтности монослоя с использованием раствора 0,05% трипсина-EDTA (Gibco, США). Все эксперименты проводили на 2-4 пассажах.
Модель утеротомии крысы

В данной модели использовали самок крыс линии Wistar весом 300-400 г. Манипуляции с животными были одобрены этическим комитетом МГУ им. М.В. Ломоносова (протокол комиссии по биоэтике МГУ им. М.В.Ломоносова №131-ж от 28.05.2021). Операции проводили под ингаляционным наркозом с использованием смеси кислорода и 1-2% изофлюрана. В качестве предоперационного обезболивания использовали мелоксикам 5 мг/кг внутримышечно. Наркотизированным животным сбривали шерсть на нижней трети брюшной поверхности тела и осуществляли лапаротомный доступ к матке, после чего на матке в области правого рога острым путем производили продольный разрез длиной 2 см. Ушивание разреза производили путем накладывания 4 швов с помощью лавсановых нитей с атравматической иглой. Второй рог воздействию не подвергали и оставляли в качестве контрольного для дальнейшего сравнения. Операционный доступ также ушивали лавсановой нитью.

Для составления представлений о ходе заживления матки после утеротомии в отрабатываемой нами модели мы составили 4 группы животных, выведение которых осуществляли на 5, 7, 14, и 21 сутки после операции соответственно, выделяя матки для дальнейшей микроскопии. 

Сборка тканеинженерных конструкций (клеточных пластов) из МСК ЖТ для эксперимента in vivo
Для сборки клеточных пластов МСК ЖТ высаживали на непокрытый культуральный пластик в лунки 12-луночного планшета в количестве 50 тыс. кл./см2 в полной среде роста (DMEM+10%FBS) с добавлением аскорбиновой кислоты (50 мкг/мл) и культивировали в течение 10 дней со сменой среды каждые 2 дня.

Для визуализации трансплантированных МСК ЖТ в составе КП клетки перед сборкой метили перед трансплантацией с помощью прижизненного мембранного красителя PKH26 (Sigma, США) по протоколу производителя. Период полувыведения красителя составляет более 100 дней, что удобно для изучения жизнеспособности и пролиферации клеток в модели in vivo.

Трансплантация МСК ЖТ крысы в составе клеточных пластов (КП) в зону повреждения

Для отработки протокола трансплантации КП из МСК ЖТ на шов после проведения утеротомии, а также оценки удержания тканеинженерных конструкций в зоне аппликации, животные были разделены на 2 группы по 7 животных в каждой – «Контроль» (животные без терапии) и «Клеточный пласт».

Для открепления КП ростовую среду удаляли и промывали пласт раствором теплого фосфатно-солевого буфера, после чего добавляли раствор Версена на 30 сек. Раствор Версена представляет собой раствор натриевой соли этилендиаминтетрауксусной кислоты (EDTA), использующийся в качестве ферментативного клеточного диссоциативного реагента. После этого края КП осторожно открепляли от пластика с помощью наконечника микропипетки. Перенос КП и аппликацию его на шов матки производили с помощью анатомического пинцета, аккуратно накрывая место разреза. КП оставляли адгезировать к поверхности в течение 1-2 мин и затем завершали операцию.

Выведение животных из эксперимента, получение препаратов и их дальнейшая микроскопия.

По истечении 5 дней после операции животных выводили из эксперимента с помощью летальной дозы двуокиси углерода (CO2), после чего проводили перфузию органов 4% раствором формальдегида. Матки выделяли и помещали в раствор 4% формальдегида, через сутки проводили вырезку образцов из зоны утеротомии, а также из контрольного рога, после чего заключали в парафиновые блоки и использовали для изготовления гистологических препаратов. Срезы тканей толщиной 7-8 мкм окрашивали гематоксилином и эозином, после чего c помощью цифрового сканера Leica SCN400 для светлого поля (Leica, США) получали коллекцию изображений для последующего анализа изменений, происходящих в ткани. Для визуализации трансплантированных МСК ЖТ, меченных PKH26, на этапе вырезки также получали образцы для вибротомии, с помощью которой получали срезы тканей толщиной 100 мкм, и детектировали сигнал от метки с использованием флуоресцентного микроскопа (Leica DM6000B).
3. РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
Анализ литературы по теме и обоснование медицинской актуальности проводимого прикладного исследования

Кесарево сечение - наиболее часто выполняемая операция в акушерстве, частота которой за последние десятилетия увеличилась. Всемирная организация здравоохранения рекомендует проводить кесарево сечение в 10-15% случаев от всех родов. Однако частота кесарева сечения достигает 25,7% в развивающихся странах мира. В развитых странах, таких как Швеция, Италия или США, она колеблется от 16,3% до 38,2% [8]. Частота кесарева сечения постоянно повышается и в России достигла 29,3 %. Многофакторные причины такого роста достаточно объективны [9]. Это неизбежная и необходимая операция во многих случаях беременности с высоким уровнем риска, но в то же время она связана с возможными осложнениями. Проблема рубца на матке после операции кесарева сечения остается одной из актуальных проблем акушерства и гинекологии [8]. Заживление раны на матке после КС является определяющим фактором для формирования полноценного рубца и благополучного течения последующей беременности и ее исхода [10]. Нарушение репарации шва на матке приводит к локальному истончению миометрия с формированием ниши, симптомы которой проявляются в отдаленном послеоперационном периоде [9]. Вне беременности несостоятельный рубец на матке имеет следующие клинические проявления: аномальные маточные кровотечения, альгодисменорея.  Несостоятельный рубец на матке во время следующей беременности угрожает повышенным риском разрыва матки по рубцу во время беременности или в родах, врастанием плаценты в рубец.

Несостоятельный рубец на матке возникает вследствие проведенного оперативного родоразрешения по поводу слабости родовой деятельности или клинически узкого таза, интраоперационных дефектов (недостаточный гемостаз), анемия, выполнения повторного кесарева сечения, осуществления низкого разреза не в нижнем маточном сегменте, а через ткань шейки матки, перенесенного послеоперационного эндометрита [13]. Связь между различными типами маточных швов и формированием ниши в матке до сих пор неясна. Хотя однослойное закрытие миометрия увеличивает риск развития несостоятельности рубца на матке по сравнению с двухслойным закрытием, оно не вызывает значительных дефектов [12]. Некоторые авторы рекомендуют однослойное закрытие, где вся толщина миометрия вместе с серозной оболочкой берется в шов. Однако большинство предпочитают двухслойное закрытие, когда первый слой включает две трети миометрия, а второй слой - оставшуюся треть миометрия вместе с серозной оболочкой [14]. Результаты метаанализа Stegwee S. I. et al. указывают на лучшее заживление рубцов после двухслойного закрытия матки, включающего децидуальную оболочку [15].

Этиология несостоятельности рубца на матке включает четырее гипотезы, которые были постулированы Vervoort et al., разделяющиеся в основном на факторы, обусловленные хирургическим вмешательством, и факторы, связанные с пациентом. Первая гипотеза касается места проведения гистеротомии - низкий разрез в области шейки матки. Шейка матки содержит слизистые железы, а слизь, вырабатывающаяся во время заживления способствует расхождению зашитых краев миометрия, препятствуя репарации раны. Эта теория подтверждается несколькими исследованиями, которые связывали более высокую вероятность формирования ниши у пациентов, которым выполняли кесарево сечение при раскрытии шейки матки более 5 см, большой продолжительности родов (более 5 часов) или низком расположении предлежащей части плода. Высокая распространенность формирования ниши при кесаревом сечении, выполняемом во время активной фазы родов, объясняется тем, что раскрытую шейку матки трудно отличить от стенки матки и разрез проводится через ткань шейки матки. Кроме того, локальное скопление слизи может вызвать образование больших «ретенционных кист» или увеличить размер ниши с течением времени. Вторая гипотеза, связанная с хирургической техникой, касается неполного закрытия стенки матки без ушивания всех слоев миометрия. Неправильное закрытие или даже отсутствие закрытия более глубокого мышечного слоя, обычно непреднамеренное, связанное с наложением горизонтально расположенных швов или с методами сохранения эндометрия, может привести к неравномерному закрытию миометрия, вызывая тем самым развития истмоцеле. Третья гипотеза относится к раннему развитию спаек между рубцом и передней брюшной стенкой, затрудняющих процесс репарации раны из-за противодействующих сил, которые тянут рубец в сторону брюшной стенки. Этот механизм более выражен при расположении матки в ретрофлексио, в которой эти противодействующие силы увеличиваются, потенциально уменьшая приток крови к заживающим тканям. Четвёртая гипотеза, включающая факторы пациента, предполагает наличие индивидуальной или генетической предрасположенности, способствующей нарушению заживления ран, плохому гемостазу, воспалению или образованию спаек [16]. 

На сегодняшний день основным методом лечения несостоятельности рубца на матке является проведение метропластики на прегравидарном этапе. Метропластика - это реконструктивная операция, корректирующая приобретенные нарушения анатомического строения стенки матки в целях восстановления репродуктивной функции. Рождение здорового ребенка - конечная цель любого хирургического вмешательства по восстановлению фертильности. Метропластика может проводиться лапаротомическим, лапароскопическим, гистероскопическим и трансвагинальным доступами. Лапароскопический, гистероскопический и трансвагинальный доступы имеют ряд преимуществ перед лапаротомическим, такие как низкий уровень послеоперационных заболеваний, интраоперационных кровопотерь, сниженный риск спаечного процесса, ускоренная послеоперационная реабилитация пациентов, отсутствие рубцовой ткани на брюшной стенке и стенках матки, улучшение репродуктивной функции без уменьшения объема матки, возможность родоразрешения в дальнейшем через естественные родовые пути [1,2].

Однако метропластика является дополнительным оперативным вмешательством, которое сопряжено с высоким риском хирургических осложнений вследствие спаечного процесса в малом тазу, особенно в области пузырно-маточной складки, что может привести к ранению мочевого пузыря, а также с риском анестезиологических осложнений. В связи с этим крайне актуальным представляется оптимизация техники кесарева сечения для восстановления полноценного миометрия в области проведенной утеротомии. Кроме того, проведенная метропластика не является гарантией того, что рубец на матке сформируется полноценным, так как не известны механизмы, которые привели к несостоятельности рубца на матке после предшествующего кесарева сечения. 

Рубцом, как известно, является плотное образование, состоящее из гиалинизированной, богатой коллагеновыми волокнами соединительной ткани, возникающее в результате регенерации при нарушении ее целостности. Заживление рассеченной стенки матки происходит путем как реституции (полноценная регенерация), так и субституции (неполноценная регенерация). При полноценной регенерации заживление раны происходит благодаря гладкомышечным клеткам, при субституции – пучкам грубоволокнистой, нередко гиалинизированной соединительной ткани: при таком типе заживления с наибольшей вероятностью возможен разрыв матки в последующую беременность. При репаративной регенерации восстановление мышечной ткани, возможно, происходит за счет деления миоцитов и дифференцировки миофибробластов в миоциты. Очевидно, что замещение дефекта не инертной соединительной, а проявляющей сократительную активность гладкой мышечной тканью более выгодно.

Для оптимальной регенерации тканей и формирования полноценного рубца основными условиями служат хорошее кровообращение в ране, исключающее развитие ишемии и гипоксии тканей в области шва, и минимальная воспалительная реакция, что определяется способом восстановления рассеченной стенки матки и видом шовного материала [17].

При оперативном вмешательстве происходит повреждение клеток миометрия, его сосудистого русла, нервных элементов. К изменениям микрососудов относят: нарушение целостности их стенок, кровоизлиянии вазоконстрикцию и вазодилатацию, изменение характера биосинтеза биологически активных веществ. К внутрисосудистым изменениям относят: изменение скорости кровотока и стаз крови, изменение ее реологических свойств, нарушения в системе свертывания крови и фибринолиза, изменения морфологии и функционирования форменных элементов крови.

В сосудах областей, прилегающих к ране, отмечается замедление кровотока, обусловленное параличом нервно-мышечного аппарата и потерей сосудистого тонуса, механическими препятствиями вследствие сдавления и тромбирования мелких вен, набухания эндотелия, адгезии лейкоцитов и тромбоцитов, а также сгущения крови вследствие экссудации.

Источником новообразования сосудов при репаративной регенерации, в основном, являются сохранившиеся капилляры и посткапилляры. Реже сосудистые терминали формируются за счет венул и еще реже – за счет прекапилляров. Поэтому считается, что капилляры в репаративном ангиогенезе занимают центральное положение не только как основной источник роста сосудов, но и как структуры, обладающие потенциями трансформироваться в сосуды другого функционального назначения.

Процесс заживления раны включает четыре перекрывающихся (параллельные) фазы: гемостаз; воспаление; клеточная и внеклеточная пролиферация, начинающаяся в день повреждения; и коррекция раны, включающая формирование рубца – самая длительная фаза [18]. В раннюю фазу воспаления (1-2 часа) хемоаттрактанты «вызывают» в рану нейтрофилы, макрофаги, привлекая фибробласты и клетки эндотелия, лейкоциты. В фазу клеточной и матриксной пролиферации вовлечены плюрипотентные клетки-предшественницы, происходящие из соседних тканей. Фибробласты синтезируют коллаген и видоизменяются в миофибробласты, способствуя контракции раны. Эта
 фаза включает также ангиогенез и формирование грануляционной ткани. Финальная фаза – созревания и коррекции раны – факторы роста PDGF и TGF-бета и фибронектин стимулируют пролиферацию фибробластов, миграцию и синтез комплексов внеклеточного матрикса. Эта фаза четко регулируется с целью поддержания баланса процессов деградации и синтеза. Коллаген I типа замещает коллаген III типа, протеогликаны и фибронектин («ползучее замещение»), формируя более крепкий и растяжимый матрикс. Фаза созревания варьирует в зависимости от степени повреждения, индивидуальных особенностей и способности к заживлению тканей, вовлеченных в процесс. На процесс заживления оказывают также влияние патоморфологические и метаболические факторы, такие как ишемия, тканевая гипоксия, инфекции, дисбаланс ростковых факторов, а также системные обменные нарушения и состояние питания.

Прохорович Т.А. с соавт. (2013) изучали ультраструктурную организацию неизмененного миометрия при первичной операции кесарева сечения. Для нее характерна высокая функциональная активность миоцитов: наряду с контактными зонами образуются полудесмосомы, которые в совокупности с миофиламентами базальной мембраной, окружающей миоцит, и соединительнотканными волокнами формируют сократительный комплекс структурно-функциональной единицы. При повторном кесаревом сечении в зоне рубцового перерождения обнаружено снижение функциональной активности миоцитов. В их ядрах увеличивается содержание неактивного конденсированного хроматина. Происходит разобщение гладких миоцитов миометрия. Базальная мембрана окружает каждую мышечную клетку, подчеркивая ее структурную обособленность. При повторных операциях происходит нарушение сократительной функции миометрия за счет «выключения» межклеточных связей, что приводит к прекращению спонтанных сокращений [19]. 

Зотов А.А. (1970) изучил этапы заживления раны после рассечения матки при беременности в экспериментальных исследованиях. В течение 1-х суток после операции наблюдаются некробиотические процессы и явления реактивного воспаления. На 3-10-е сутки в зоне контакта краев раны идет образование молодой соединительной ткани, богатой клеточными формами. Среди молодых мышечных элементов наблюдаются митотические и амитотические деления. В период от 15-х до 30-х суток клетки соединительной ткани различно дифференцированы. В области повреждения отмечается большое количество кровеносных сосудов. Для формирования рубца необходима полноценная регенерация нервных волокон. Первые признаки восстановления нервных волокон наблюдаются через 2 месяца. Источником их восстановления служат сохранившиеся волокна проксимального участка маточного рога [20].

Рядом ученых были разработаны морфологические критерии, на основании которых можно судить о полноценности рубца. При микроскопическом исследовании с использованием современных гистохимических методов авторы изучали основные структурные компоненты нижнего маточного сегмента – мышечного, соединительнотканного и сосудистого. В качестве критериев «несостоятельного рубца» на матке предложено рассматривать выраженное разрастание соединительной ткани с наличием в ней склеротических и дегенеративных изменений; снижение или отсутствие экспрессии адгезивного гликопротеина, а также виментина и десмина – белков промежуточных филаментов мезодермальных тканей; выраженную атрофию или полное отсутствие мышечных волокон, дистрофические изменения сосудистого компонента с развитием склероза стенок сосудов, что иммуногистохимически проявляется неравномерно и слабо выраженной экспрессией фактора Виллебранда и диффузной экспрессией коллагена IV типа [21-23].

Буянова С.Н. и соавт. (2011) также считают такие морфологические критерии, как наличие очагов дезорганизации соединительной ткани в виде мукоидного набухания, фибриноидного набухания и фибриноидного некроза, некроза лейомиоцитов, интрамуральных гематом и множественных петехиальных кровоизлияний, а также воспалительную инфильтрацию и неоангиогенез подтверждением неполноценности рубца на матке [24].

Енькова Е.В. и соавт. (2019) выявили более высокое содержание тучных клеток и повышение их секреторной активности в области рубца в сравнении с образцами интактного миометрия [25].

Многочисленные исследования процесса репарации раны на матке с использованием современных молекулярно-генетических и иммунологических методов позволили расширить существующие представления о течении раневого процесса и продолжить поиск технологий для активации полноценной репарации тканей [26, 27]. С этой целью применяются такие методики, как фибриновый криопреципитат [28, 29], плазмолифтинг (местное введение инъекционной формы аутоплазмы, обогащенной тромбоцитами, содержащими факторы роста, и цитокины) [34],  аргоноплазменная каогуляция тканей [30, 32], имплантация коллагеновой мембраны биоматериал «Коллост» [31], современные клеточные технологии [33].  

Для изучения заживления раневого процесса на матке использовались различные животные модели. В исследовании Габидуллина, Р. И. и соавт. для изучения метода плазмолифтинга на процесс репаративной регенерации матки использовалась животная модель кролика. Под внутривенной анестезией в асептических условиях проводилась срединная лапаротомия и разрез на матке кролика длиной 1 см на каждом роге. Ушивание раны на матке выполнялось одним узловатым викриловым швом через все слои 2/0. На 30-е сутки рубец оценивался в двух группах животных: у кроликов, у которых после ушивания матки края раны обкалывались аутоплазмой в объеме 0,5 мл и у кроликов контрольной группы .При иммуногистохимическом исследовании при использовании обогащенной тромбоцитами плазмы была выявлена меньшая выраженность воспалительной реакции, более упорядоченное расположение клеточных элементов миометрия и выраженная экспрессия маркеров гладкомышечных клеток.

В статье Остроменского В.В. и соавт. приведены данные экспериментального исследования, описывающего тканевые эффекты аргоноплазменной коагуляции в области рубца на матке после кесарева сечения. Проведен эксперимент на половозрелых самках белых беспородных кроликов. животные для эксперимента были отобраны в виду своих анатомических особенностей строения матки – двурогая матка, что дает возможность оценить процессы репарации миометрия внутри одного организма после различного воздействия. Всем животным производился лапаротомный доступ к матке, после чего на матке в области правого и левого рогов острым путем производился разрез. Ушивание разреза производилось однорядным непрерывным швом синтетической нитью. После шов на правом роге матки подвергался обработке с помощью аргоноплазменной коагуляции, рана на левом роге матки воздействию не подвергалась и являлась контрольной для дальнейшего сравнения сформированных рубцов. В процессе исследования выявлено, что использование аргоноплазменной коагуляции способствует увеличению объема мышечной ткани и глубины ее проникновения в области рубца на матке, улучшает неоангиогенез в тканях [36]. 

В исследовании Пекарева О.Г. и соавт. для доказательства принципиальной возможности улучшения репарации рубца и снижения частоты кесарева сечения у пациенток с оперированной маткой применялась модель лабораторных крыс инбредной линии Wag. У крыс основной группы после лигирования маточных рогов вводились мультипотентные мезенхимальные стромальные клетки (ММСК), у крыс контрольной группы в перевязанные маточные рога проводилась инъекция соответствующего объема культуральной среды без использования ММСК. В результате проведенных экспериментов было показано, что после инъекции в рубец матки ММСК в нем возрастает число сосудов, образованных de novo с участием введенных клеток; животные основной группы начинали рожать на 2 эстральных цикла раньше, доля родивших крыс в этой группе была выше, у них было больше как общее количество потомства, так и максимальное число крысят (7 против 4), по сравнению с животными, у которых не применяли клеточные технологии [37]. 

Выбор модели и разработка дизайна эксперимента

В литературе описано несколько крысиных моделей утеротомии. Принципиальные различия заключаются в длине разреза, наличии и объеме резецируемых тканей, наличии или отсутствии хирургического соединения тканей, а также способа, которым оно осуществляется. Опубликован ряд работ, описывающих различные методы ускорения заживления матки после очень значительного по объему и степени её повреждению 
 ADDIN EN.CITE 

[35-40]
. В данных работах крысиная модель утеротомии включает резекцию части стенки матки, длиной 1,5 см и шириной 0,5 см на всю глубину ткани, в каждом роге. Несмотря на впечатляющие результаты, полученные в нескольких из этих работ, объем повреждения тканей представляется чрезмерным для моделирования утеротомии при кесаревом сечении и других оперативных вмешательствах на матке, поскольку процесс заживления требует не только сращения разобщенных хирургически краев раны, но и регенерации большой части органа (приблизительно одной трети), которая была резецирована. 

Можно предположить, что обычного рассечения матки крысы недостаточно для моделирования выраженного процесса заживления, однако данная точка зрения представляется маловероятной прежде всего потому, что в более ранних работах резекция участка матки не применялось. Выполнялось либо продольное, либо поперечное оси маточного рога рассечение тканей 
 ADDIN EN.CITE 

[41, 42]
. Полное поперечное рассечение с последующим анастомозом краев – интересная методическая находка, позволяющая оценивать механическую прочность заживающих тканей, путем сопровождаемого динамометрией прямого их растяжения до разрыва. Однако, указанный объем хирургического вмешательства также представляется чрезмерным, в то время как часть органа, процесс заживления в которой будет необходимо в дальнейшем оценить гистологическими и иммунофлуоресцентными методами, окажется недостаточной по объему. 

Принимая во внимание изложенные соображения, мы остановились на модели утеротомии с продольным разрезом, не сопровождаемым резекцией тканей матки. С методической точки зрения, представляется более верным осуществление рассечения только одного рога, для использования второго в качестве репрезентативного контроля, необходимого для оценки морфологических изменений в зоне повреждения. В дальнейшем, при использовании клеточных пластов для ускорения заживления матки, также представляется методически более верным выполнение разреза только на одном маточном роге. С одной стороны, это также необходимо для адекватной оценки морфологических изменений, а с другой для избежания ошибок в интерпретации результатов, поскольку компоненты клеточного пласта могут оказывать юкстакринное и системное действие на заживление, ввиду чего, использование второго рога в качестве контрольного (не подвергнутого экспериментальному воздействию) не представляется верным подходом.  

К настоящему моменту успешно опробован режим наркотизации и обезболивания животных, хирургический доступ, ведение в послеоперационном периоде. Техника непосредственно хирургического вмешательства требует дополнительной отработки в части наложения швов.

Отработана операция на самках крыс Wistar 250-300 гр. в соответсвии со следующим протоколом.

1. Для премедикации используются инъекции мелоксикама (Мовалис (с)) в концентрации 1 мг\кг подкожно за 1-2 часа до операции;

2. Для индукции наркоза используется ингаляция изофлюрана в концентрации 5% в камере. В дальнейшем, при наступлении глубокого наркоза, для его поддержания изофлюран подается в концентрации 1,5-2 % через маску;

3. Крыса располагается на спине, наркоз, глубина и частота дыхания контролируются в течение всей операции;

4. С помощью машинки для бриться удаляется шерсть в нижней трети брюшной поверхности тела на расстоянии 3 см. от средней линии в обе стороны;

5. Операционное поле промывается дезинфицироующим раствором (70% этанол или антисептик АХД экспресс);

6. С помощью скальпеля наносится продольный разрез кожи длинной 2.5-3 см;

7. После этого с помощью ножниц с тупыми браншами по средней линии наносится разрез мышечной стенки полости тела длинной не более 2 см;

8. Посредством ретракторов края разреза расширяются, чтобы в поле зрения попадали полостные органы;

9. В полученный разрез поочередно выводятся один, а затем второй рог матки. При необходимости петли кишечника в процессе поиска рогов матки можно выкладывать на стерильную салфетку, смоченную физраствором;

10.  На обеих рогах матки в верхней трети наносится продольный разрез с помощью стерильных ножниц с острыми браншами, длина разреза – 1,5-2 см.;

11.  После внесения разреза рога матки возвращают на их место. Мышцы, а потом кожа ушиваются викриловым швом 5-0;

12.  Шов снаружи обрабатывают хлоргексидином;

13.  Крысу на салфетке перемещают в домашнюю клетку и наблюдают ее пробуждение в течение 15-20 мин;

14.  Инъекции мелоксикама в концентрации 1 мг/кг продолжают ежедневно в течение 3 суток после операции (или до исчезновения острых признаков боли у животных);

15.  В течение 7 суток после операции животными в поилку добавляют смесь ибупрофена с парацетамолом.  

Дизайн экспериментов, запланированных на первый год, подчинен достижению цели в формировании максимально полных представлений о динамике формирования новых тканей в зоне повреждения в процессе заживления. Предполагается сформировать 6 групп животных по 5-6 особей. В первой группе оперативное вмешательство проводиться не будет, животные будут эвтаназированы при помощи СО2, после чего будет осуществляться забор маток для дальнейших гистологических и иммунофлуоресцентных исследований. Данная группа необходима для формирования представлений о микроанатомии интактной матки, определяемой нашими методами на наших животных, и дальнейшего её сопоставления с микроанатомией маток, полученных из других экспериментальных групп. 

Пять оставшихся групп будут подвергнуты оперативному вмешательству, после чего выведение животных с последующим забором маток для исследования будет осуществляться через 1 сутки – в первой группе, через 3 суток – во второй, через 7 суток – в третьей, через – 14 суток – в четвертой, через 21 сутки – в пятой. Поскольку длина разреза будет составлять 2 см, одна половина участка поврежденного рога будет фиксирована и подготовлена для парафинизации, с последующими микротомией и окраской гематоксилином-эозином, а вторая половина для иммунофлуоресцентного анализа. Неповрежденный маточный рог будет процессирован таким же образом и использован для сравнительной оценки. 

Образцы, собранные для иммунофлуоресцентного анализа, будут использованы для оценки динамики состава внеклеточного матрикса, образования миофибробластов, ангиогенеза, врастания нервов, присутствия иммунокомпетентных клеток. Решение данной задачи будет начато в этом году и продолжено в следующих, ввиду сложности методических подходов и большой трудоемкости работ, что позволит на поздних этапах проекта оценить механизмы действия клеточных пластов на заживление матки.

Таким образом, к настоящему моменту план работы определен и проработан с точки зрения подбора оптимального дизайна экспериментов, способов экспериментальных вмешательств и методов исследования.

Подготовка минимальных тканеинженерных конструкций на основе мезенхимальных стволовых клеток подкожной жировой клетчатки
Протоколы сборки клеточных пластов (КП) из МСК жировой ткани хорошо отработаны в нашей лаборатории для материала человека и мыши. Учитывая новый модельный объект, было принято решение по подбору оптимальной плотности культуры МСК крысы для формирования КП. Процедуру осуществляли следующим образом: суспензию МСК крысы 2-4 пассажа высаживали на 12-луночные непокрытые культуральные планшеты в количестве 12,5-25,0-50,0-100,0 тыс. кл./см2) и культивировали согласно стандартному протоколу в полной среде роста с добавлением аскорбиновой кислоты (50 мкг/мл) в течение 7 дней в условиях инкубатора с заменой ростовой среды каждые 3 дня. Дополнительное количество L-аскорбиновой кислоты позволяет увеличить продукцию и сшивку белков внеклеточного матрикса, а также способствует пролиферации клеток. Для открепления КП ростовую среду удаляли и промывали пласт раствором теплого фосфатно-солевого буфера (ФСБ). После этого края КП осторожно открепляли от пластика с помощью наконечника микропипетки. Наибольшей прочностью обладали КП с начальной плотностью посадки клеток 50 тыс.кл./см2. Культивирование КП с большей плотностью в ряде случаев приводило к спонтанному откреплению конструкций от культурального пластика. Таким образом, во избежание потери образцов, выбранная нами плотность культуры МСК для сборки КП составила 50,0 тыс. кл./см2 (Рис. 1).

Получение разрешения Комиссии МГУ по биоэтике на проведение экспериментов на животных

В рамках реализации настоящего этапа НИР в соответствии с установленными процедурами была сформирована и подана на рассмотрение Комиссии по биоэтике МГУ заявка о планируемом в ходе НИР опыте на животных в соответствии с разработанными по п. 2 материалами и методиками.

Комиссия по биоэтике рассмотрела представленную заявку и приняла единогласное положительное решение, одобрив, таким образом, предложенные процедуры и дизайн эксперимента без изменений протокола.

Таким образом, с учетом проработки животной модели и процедур in vitro у коллектива имеется высокий уровень готовности к реализации плана НИР во втором полугодии.
Результаты оценки результатов моделирования утеротомии у крыс
Отрабатывая модель утеротомии, мы подобрали оптимальные условия для проведения операции, а также стандартизировали все её этапы, в результате чего все экспериментальные животные хорошо переносили оперативное вмешательство и не проявляли признаков значительного ухудшения общего состояния в послеоперационном периоде. В этом году нами были получены все необходимые препараты для составления представлений о ходе заживления матки в используемой модели утеротомии, однако, ввиду большого объема материала, панорамная съемка всех полученных препаратов и анализ изображений будут проведены в следующем году. На данном этапе основной находкой в отношении хода заживления стало обнаружение значительного увеличения объема эндометрия в поврежденном, но не в интактном (контрольном) роге уже к 5 дню после нанесения разреза (Рис. 2). Данный факт интересен прежде всего потому, что иллюстрирует способность эндометрия к быстрому росту под действием стимулов, образуемых в зоне повреждения, а не только половых стероидных гормонов. Изучение механизмов такого роста может быть перспективно, как с фундаментальной, так и с прикладной точки зрения.

Отрабатывая методы доставки клеточного пласта в зону разреза, мы остановились на способе, не сопровождаемом применением дополнительных методов прикрепления пласта к тканям, поскольку макроскопически наблюдалась его спонтанная адгезия к краям дефекта. Кроме того, мы проводили не укрытие пластом поверхности разреза, а его погружение в зону повреждения таким образом, чтобы тяж клеток, в который трансформировался пласт в ходе нанесения, находился между ушитыми краями. Выведение животных мы проводили на 5 сутки после операции. При микроскопии толстых срезов мы обнаружили, что клеточный пласт сохранялся в зоне разреза у всех животных в группе (Рис. 3). Большая часть объема пласта локализовалась ближе к поверхности матки, контактируя как с миометрием, так и с эндометрием. В зоне контакта обнаруживался плавный переход от тканей пласта, к тканям матки, что свидетельствовало о его плотной адгезии и взаимодействии с последними. Таким образом, подобранный нами способ доставки подходит для дальнейшего изучения возможности применения клеточного пласта с целью ускорения заживления матки. На данном этапе работы уже можно отметить, что нанесение клеточного пласта приводит к увеличению объема тканей в зоне повреждения (Рис. 4).  

4. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, в отчетном периоде коллективом выполнены все предусмотренные планами направлений работы, проведен не только анализ научно-технической литературы и выбор перспективных направлений развития, но и завершены экспериментальные работы, формирующие методическую базу для успешной реализации всей НИР в целом.
В ряде случаев экспериментальные работы и планы потребовали корректировки, однако все проведенные работы направлены на достижение поставленных целей и вносят важный вклад в развитие разрабатываемого научного направления.
Создаваемые при реализации НИР методические, производственных и научные основы использования методов регенеративной медицины могут быть в дальнейшем использованы для развития не только уникального направления медицинской науки, но и высокотехнологичного сектора экономики, связанного с восстановлением и сохранением здоровья граждан. Прорывные с точки зрения эффективности биомедицинские подходы смогут в будущем не только снизить нагрузку на систему здравоохранения, но и достигать принципиально нового уровня излечиваемости и успешно предотвращать инвалидизацию населения. Разработка методов, связанных с репродуктологией и сохранением женского здоровья, является также одним из приоритетных направлений в современных странах и вносит вклад в поддержание уровня рождаемости.
По уровню научных исследований данная НИР отвечает всем ведущим мировым тенденциям, превосходя разрабатываемые аналоги в странах-конкурентах. Прорывной характер НИР также связан с тем, что многие вопросы, например, производственных практик и надлежащих подходов к стандартизации и применению первичного материала человеческих клеток все еще остаются открытыми. 
Дальнейшее развитие и реализация НИР в значительной степени зависят от успешности второго полугодия, на которое запланированы работы по экспериментальной проверке исходных гипотез и вновь разработанных направлений, а также валидация и оценка эффективности предлагаемых методов стимуляции регенеративных процессов на животных моделях.
В целом, отчетный период продемонстрировал способность коллектива решать поставленные задачи и все намеченные аналитические и экспериментальные работы были завершены в срок и в полном объеме, что позволяет рассчитывать на успешное выполнение плана исследований по проекту в целом, а также не выполнение публикационных и иных индикаторов. 
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6. ПРИЛОЖЕНИЯ

ПРИЛОЖЕНИЕ А

Рисунки и иллюстрации к отчету
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Рисунок 1. Сборка клеточных пластов из МСК жировой ткани крысы. А. МСК через сутки после начала сборки КП в плотности 50,0 тыс.кл./см2 Б. Собранный КП через 7 дней культивирования. (фазовый контраст, увеличение x100). Масштабный отрезок соответствует 200 мкм. В. Макрофотография клеточного пласта из МСК ЖТ после открепления с культурального пластика. Г. Окрашивание гематоксилином (поперечный срез, фазовый контраст). Толщина собранных конструкций достигает 50 мкм
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Рисунок 2. Увеличение объема эндометрии при заживлении матки, А. Поперечный срез неповрежденного (контрольного) рога. Б. Поперечный срез рога матки через 5 дней после утеротомии. Гематоксилин-эозин.
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Рисунок 3. Доставка клеточного пласта в зону разреза. А. Поперечный срез интактного (контрольного) маточного рога. Б. Поперечный срез маточного рога через 5 дней после утеротомии и нанесения пласта. В,Г. Прижизненное мечение клеточного пласта флуоресцентной меткой in vitro. Фазово-контрастная и флуоресцентная микроскопия. PKH26 отмечен красным цветом.
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Рисунок 4. Увеличение объема тканей в зоне повреждения при нанесении клеточного пласта, А. Поперечный срез рога матки через 5 дней после утеротомии. Б. Поперечный срез рога матки через 5 дней после утеротомии и нанесения клеточного пласта. Гематоксилин-эозин. Пунктиром обозначены ткани в зоне повреждения.
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